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ABSTRACT 
Biosolids have a high content of stable organic matter, which may be used for the remediation of 
marginal non-agricultural soils used for pasture production. In Argentina, the aerial biomass of 
Lolium multiflorum Lam., species is highly infected with the endophyte Epichloë occultans. 
Endophytes establish a symbiotic relationship with host plants, providing protection and resistance 
against different stress factors. Since land application of biosolids may rise plant stress, the objective 
of this work was to analyze the growth and concentration of copper (Cu) and zinc (Zn) in aerial 
biomass of L. multiflorum in symbiosis (or not) with the endophyte E. occultans on a sandy textured 
soil amended with biosolids. The association of L multiflorum with the endophyte produced an 
increase in aerial biomass only in the biosolids´ amended soil. However, the presence of the 
endophyte did not modify the concentration of Cu or Zn in the aerial biomass of the pasture under 
the experimental conditions. 
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RESUMEN 
Los biosólidos presentan un elevado contenido de materia orgánica estable, que pueden utilizarse 
para la remediación de suelos marginales no agrícolas destinados a la producción de pasturas. En la 
Argentina, la biomasa aérea de la especie Lolium multiflorum Lam., se encuentra altamente infectada 
con el hongo endófito Epichloë occultans. Los hongos endófitos establecen una relación simbiótica 
con las plantas hospederas, brindándoles protección y resistencia frente a distintos factores de 
estrés. Dado que la aplicación de biosólidos a los suelos podría originar un factor de estrés vegetal, 
el objetivo del presente trabajo fue analizar el crecimiento y la concentración de cobre (Cu) y zinc 
(Zn) en biomasa aérea de L. multiflorum en simbiosis (o no) con el endófito E. occultans cuando es 
cultivado en un suelo de textura arenosa enmendado con biosólidos. Se observó que la asociación 
del L multiflorum con el endófito produjo un incremento en el rendimiento de biomasa aérea 
solamente en los suelos enmendados con biosólidos. Sin embargo, la presencia del hongo no 
modificó la concentración de Cu o Zn en la biomasa aérea de la pastura en las condiciones del 
ensayo. 
Palabras clave: biosólidos, endófito, enmienda, propiedades edáficas, raigrás, simbiosis, suelo. 
 
INTRODUCCIÓN 
La necesidad de minimizar residuos, así como su disposición adecuada es, en la actualidad, uno de 
los desafíos más importantes de las grandes urbes. Los biosólidos son un subproducto originado a 
partir del tratamiento de los efluentes domiciliarios en las plantas depuradoras. Dado el elevado 
nivel poblacional de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina, el destino de estos residuos constituye 
un serio problema. 
 
Mundialmente, los biosólidos se posicionan como una enmienda orgánica de alto valor 
agronómico. Debido a su elevado contenido de materia orgánica estable (Torri y Alberti, 2012), su 
aplicación a los suelos mejora numerosas propiedades edáficas, como la fertilidad física, 
disminuyendo la densidad aparente, incrementando la macroporosidad, favoreciendo la formación 
y estabilidad de macroagregados e incrementando la capacidad de retención hídrica (Tejada y 
Gonzalez, 2007). También mejoran la fertilidad química, debido al aporte de cantidades variables de 
macronutrientes y micronutrientes (Torri, 2009; Torri y Cabrera, 2017).  
 
Se ha observado un incremento en la actividad microbiana en los suelos enmendados con 
biosólidos (Cabrera et al., 2011). Sin embargo, la aplicación de biosólidos a suelos agrícolas presenta 
ciertas restricciones, como la presencia de agentes patógenos y una variada concentración de 
elementos potencialmente tóxicos (EPT) entre los que se destacan el cobre (Cu) y el cinc (Zn). 
Ambos elementos se presentan habitualmente en elevada concentración y biodisponibilidad en el 
biosólido (Torri, 2009), y poseen valor agronómico como micronutrientes. Debido a que estos 
elementos no se degradan, se acumulan en los agroecosistemas (Torri y Lavado 2008a, b).  
 
Si la biodisponibilidad de ciertos EPT es elevada, podrían generarse condiciones fitotóxicas 
para ciertas especies sensibles (Oleszczuk, 2010), con posible riesgo de ingreso a la cadena trófica o 
movilidad vertical hacia la napa freática (Torri y Corrêa, 2012). Por ese motivo, el uso de biosólidos 
en la agricultura argentina no es una práctica que se lleve a cabo. Una alternativa para su uso 
constituiría su aplicación como enmienda orgánica a suelos marginales no agrícolas destinados a la 
producción de pasturas, entre otros (IRAM-29559, 2017). 
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Lolium multiflorum Lam., es una gramínea forrajera de rápido establecimiento y alto 
rendimiento en términos de biomasa aérea, que se caracteriza por su elevada palatabilidad y buena 
calidad nutritiva. Esta especie presenta un sistema radical fibroso, en cabellera, que la hace 
particularmente apropiada para programas de control de erosión de suelos. Por otro lado, es muy 
utilizada para la recuperación de suelos degradados (Gunawardana et al., 2010).  
 
En los pastizales naturales de la pradera pampeana, Argentina, la biomasa aérea de L. 
multiflorum se encuentra altamente infectada con el hongo endófito Epichloë occultans (Iannone et al., 
2010). 
 
Los hongos endófitos son microorganismos que transcurren parte o todo su ciclo de vida 
colonizando los tejidos de distintas especies vegetales (planta hospedera), sin causar daño o 
síntomas aparentes de enfermedad (Kusari et al., 2012). Estos hongos se localizan en los espacios 
intercelulares de los tejidos aéreos vegetales (Strobel y Daisy, 2003). Se establece así una relación 
simbiótica, en el cual la planta protege y proporciona nutrientes al endófito para que éste complete 
su ciclo de vida, mientras que el endófito modifica la interacción del hospedante con el ambiente 
(Douglas, 2010). Esto se debe a que los hongos endófitos pueden producir fitohormonas, que 
inducen el crecimiento de las plantas hospederas al aumentar su tolerancia al estrés, y una amplia 
diversidad estructural de metabolitos secundarios, que le brindan a la planta protección y 
resistencia frente a enfermedades, herbívoros, insectos, nemátodos, bacterias y hongos patógenos 
(Gao et al., 2010; Kaul et al., 2012).  
 
En los pastizales de la Pampa Deprimida, Argentina, se han registrado poblaciones de L. 
multiflorum con altos niveles de infección de E. occultans (Gundel et al., 2009), que presentan una 
mayor tolerancia al estrés biótico y abiótico con respecto a las plantas no infectadas (Gundel et al., 
2006).  
 
La aplicación de biosólidos a los suelos puede originar un factor de estrés vegetal, ya que este 
residuo incrementa la concentración edáfica de sales, e incorporan una gran variedad de sustancias, 
como los EPT (Torri y Lavado, 2002). El objetivo del presente trabajo fue analizar el crecimiento y la 
concentración de Cu y Zn en biomasa aérea de L. multiflorum en simbiosis (o no) con el endófito E. 
occultans cuando es cultivado en un suelo de textura arenosa enmendado con biosólidos. 
 
MATERIALES Y METODOS 
Se realizó un ensayo en macetas en invernáculo en la Facultad de Agronomía de la 
Universidad de Buenos Aires. Se utilizó el horizonte superficial (0-15cm) de un suelo Hapludol 
éntico (USDA, 1999) de la localidad de Trenque Lauquen (35°58′S, 62°41′O), provincia de Buenos 
Aires. Se tomaron muestras compuestas de suelos prístinos (n=10) con implementos adecuados 
para evitar contaminación. Las muestras se secaron al aire, molieron y tamizaron (<2mm). Una 
parte se reservó para realizar determinaciones físicas y químicas. El suelo presentó las siguientes 
características: 67.5% de arena y 7.5% de arcilla; materia orgánica: 210 g kg-1; densidad aparente 
(DA): 1.16 Mg m-3; humedad equivalente (HE): 10.66%. 
 
Las semillas de L. multiflorum se recolectaron de poblaciones naturalizadas de la región 
Pampeana, Argentina (34°06’S, 60°25’O). Dichas semillas presentaron un 95% de asociación con el 
endófito E. occultans. La presencia del endófito se determinó utilizando 100 semillas teñidas con una 
solución de rosa de Bengala y observadas en microscopio óptico 40x, según la metodología 
propuesta por Bacon y White (1994). Las semillas no infectadas se generaron a partir del 
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tratamiento de las semillas infectadas con el fungicida sistémico Triadimenol [(1RS, 2RS, 1RS, 2SR)-
1-(4-clorofenoxi)- 3, 3 -dimetil-1-(1H-1, 2, 4-triazol-1-il)-butan-2-ol].  
 
Las semillas tratadas y no tratadas con fungicida se sembraron en parcelas independientes 
pero adyacentes (1 m2) en el campo experimental de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
de Buenos Aires. Se permitió el flujo de polen entre ambas  poblaciones con el objetivo de evitar 
cualquier tipo de divergencia genética entre las mismas (Gundel et al., 2013). Para disminuir 
cualquier efecto fitotóxico del herbicida utilizado, ambas poblaciones se cultivaron por tres 
generaciones.  
 
Previo a la utilización de las semillas, se determinó la proporción de asociación con el 
endófito E. occultans utilizando 100 semillas de ambas poblaciones y la metodología propuesta por 
Bacon y White (1994). Los porcentajes de infección fueron 90% de semillas simbióticas para las no 
tratadas (E+) y 10% para  las tratadas (E-).  
 
El biosólido (B) provino de la planta depuradora de San Fernando, provincia de Buenos 
Aires. Este material se secó primero al aire, y luego en estufa con circulación de aire a 60 ºC hasta 
peso constante. Posteriormente se molió, tamizó (<2mm) y se homogeneizó cuidadosamente con el 
suelo en dosis equivalente a 150 t.ha-1. Los biosólidos presentaron las siguientes características: 
carbono total: 25.1%; nitrógeno total: 1.93%; fósforo total: 0.72%; Ca: 2.25%; Mg: 0.56%; K: 0.14%; 
CIC: 11.95 cmol(c)kg-1; pH:5.82. La concentración de Cu y Zn fue 490.57 mg Cu kg-1 y 2500 mg Zn kg-1 
 
Se utilizaron macetas de PVC de 1000 cm3, perforadas en su base para asegurar las 
condiciones de aireación y drenaje. La mitad de las macetas se llenaron con 1 kg de suelo, mientras 
que a la otra mitad se incorporó 1 kg de suelo homogeneizado con 62.5g de biosólido. Las macetas 
se mantuvieron a 80% de capacidad de campo durante 15 días previo de la siembra de las especies 
vegetales para su estabilización. Posteriormente se sembró L. multiflorum, a razón de 1 g de semillas 
por maceta. Se realizaron los siguientes tratamientos: 1. suelo + L. multiflorum sin endófitos (E-); 2. 
suelo+L. multiflorum con endófitos (E+); 3. suelo+B +L. multiflorum sin endófitos (BE-); 4. suelo+B+L. 
multiflorum con endófitos (BE+).  
 
Las macetas se dispusieron en el invernáculo según un diseño completamente aleatorizado 
con cuatro repeticiones. Cada maceta constituyó una unidad experimental. El contenido de 
humedad se mantuvo por gravimetría a 80% capacidad de campo mediante riegos periódicos con 
agua destilada. A los 45 días de iniciado el ensayo se realizó un corte de biomasa aérea (3 cm del 
suelo). El segundo corte se realizó a los 60 días. La biomasa aérea cosechada se secó en estufa a 60 
oC con circulación de aire hasta constancia de peso. Se determinó biomasa aérea y se analizó la 
concentración de cobre (Cu) y cinc (Zn) en ambos cortes a través de una digestión ácida. La 
concentración de Cu y Zn en los extractos se determinó por absorción atómica en el laboratorio UO 
Metales, INTI-Química. 
 
Los resultados se analizaron estadísticamente mediante análisis de varianza (ANOVA) de un 
factor, previa comprobación de homogeneidad de varianza utilizando la prueba de Bartlett. La 
normalidad se analizó con la prueba de Shapiro–Wilk, y la comparación de medias se realizó 
mediante la prueba de Tukey (p<0.05). Se utilizó el programa Statistix (versión 7.0, 2000). 
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RESULTADOS 
La incorporación de biosólidos incrementó significativamente la producción de biomasa 
aérea en ambos cortes en los tratamientos BE+ y BE- comparado con los respectivos controles (E+ y 
E- respectivamente) (Fig. 1). En los suelos enmendados con biosólidos, se observó que la biomasa 
aérea fue significativamente mayor en los tratamientos BE+ con respecto a BE- en ambos cortes. Por 
otro lado,  en el segundo corte se observó un incremento significativo de biomasa aérea con 
respecto al primer corte solamente en los suelos enmendados; no observándose los mismos 
resultados para los suelos sin enmendar.  
 
 
 
Fig. 1. Producción de biomasa aérea (BMA, base seca) en el primer y segundo corte según los distintos tratamientos. 
Tratamientos: E-, suelo+L. multiflorum sin endófitos; E+, suelo+L. multiflorum con endófitos; BE-, suelo+B+L. multiflorum sin 
endófitos; BE+, suelo+B+L. multiflorum con endófitos. Letras distintas en el mismo corte indican diferencias significativas 
(Tukey, p<0.05). Las barras de error indican ± DE (desvío estándar). 
 
 
La concentración de Cu en biomasa aérea de L. multiflorum se presenta en la Figura 2 A. En 
las plantas E-, la concentración de Cu en biomasa aérea no presentó diferencias significativas entre 
los suelos con o sin biosólidos. Por el contrario, la concentración de Cu en las plantas E+ fue 
significativamente superior en los suelos con biosólidos con respecto al tratamiento sin enmienda.  
 
En los suelos enmendados, la concentración de Cu fue más elevada en las plantas 
infectadas con respecto a las no infectadas, aunque las diferencias no fueron significativas. 
 
La concentración de Zn en biomasa aérea de L. multiflorum en los suelos enmendados con 
biosólidos, fue, en todos los casos, significativamente superior a los correspondientes testigos (Fig. 
2). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la concentración de Zn en biomasa 
aérea entre plantas de L. multiflorum infectadas y no infectadas, tanto en los suelos sin biosólidos 
como en los suelos con biosólidos, en el primer y segundo corte. 
 
DISCUSIÓN 
El incremento significativo de biomasa aérea observado en los suelos enmendados con 
biosólidos respecto a los suelos sin enmendar está relacionado con el aumento en la disponibilidad 
de nutrientes y con la mejora en las propiedades físicas que resulta de la incorporación de dicha 
enmienda (Torri et al., 2014). La concentración de nitrógeno mineral se incrementa 
significativamente inmediatamente después de la aplicación de biosólidos a los suelos (Corrêa y da 
Silva, 2016). Cabe destacar que, según su naturaleza, ciertas fuentes orgánicas de nutrientes pueden 
presentar una tasa de liberación de nutrientes menor que la demanda vegetal (Boeira y 
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Maximiliano, 2009). Estudios anteriores indican que los biosólidos utilizados en este ensayo sufren 
una rápida mineralización durante los 60 días posteriores a su incorporación (Torri et al., 2003), 
liberando macro y micronutrientes a la solución del suelo, incrementando su biodisponibilidad y, 
consecuentemente, aumentando el rendimiento de la pastura. 
 
 
 
 
Fig. 2. Concentración de Cu (A) y Zn (B) en biomasa aérea (BMA, base seca) en el primer y segundo corte según los distintos 
tratamientos: E-, suelo+L. multiflorum sin endófitos; E+, suelo+L. multiflorum con endófitos; BE-, suelo+B+L. multiflorum sin 
endófitos; BE+, suelo+B+L. multiflorum con endófitos. Letras distintas en el mismo corte indican diferencias significativas 
(Tukey, p<0.05). Las barras de error indican ± DE (desvío estándar). 
 
 
La mayor producción de biomasa aérea en el segundo corte con respecto al primero en los 
suelos enmendados se debe al efecto residual que presentan los biosólidos en cuanto a la liberación 
de nutrientes. En ocasiones, este material puede comportarse como un fertilizante de liberación 
lenta debido a su naturaleza orgánica (Codling, 2014; Shanmugam y Abbott, 2015). 
 
En el primer corte, la infección de L. multiflorum por E. occultans incrementó ligeramente los 
valores de biomasa aérea, aunque esta diferencia no llegó a ser significativa. En cambio, en el 
segundo corte, la infección de L. multiflorum por E. occultans incrementó significativamente la 
biomasa aérea. Ciertos trabajos indican que la infección de pasturas con endófitos incrementa el 
crecimiento y la productividad de las plantas hospederas (Monnet et al., 2001; Omacini et al., 2006). 
Otros autores observaron un incremento en la biomasa radical de L. multiflorum infectadas, y que 
éstas particionan un 5% más de biomasa a las raíces que las plantas no infectadas (Vila-Aiub et al., 
2005).  
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La concentración de Cu y Zn en biomasa aérea aumentó significativamente (Tukey, p<0.05) 
en L. multiflorum sembrado en los suelos enmendados con biosólidos respecto a los suelos sin 
enmendar. Estos resultados se deben a la elevada concentración de Cu y Zn que presentan los 
biosólidos utilizados. La mineralización de la materia orgánica del biosolido favoreció el pasaje de 
ambos elementos desde formas orgánicas hacia formas solubles o intercambiables, de acuerdo a lo 
observado en ensayos previos (Torri y Lavado 2008a, b), incrementando la biodisponibilidad de Cu 
y Zn para la pastura. 
 
Cabe destacar que la concentración de Cu y Zn en biomasa aérea se encontró, en todos los 
casos, por debajo de los máximos niveles tolerables indicados por el NRC (1980) para Lolium, lo que 
sugiere que el consumo de L. multiflorum cultivado en suelos enmendados con biosólidos no 
plantearía riesgo para los animales si estas pasturas se utilizaran para forraje. Si bien ciertas 
asociaciones entre pasturas forrajeras y endófitos pueden provocar intoxicaciones sobre el ganado 
que las consume, no es el caso de L. multiflorum con el endofito E. occultans (De Battista, 2005). 
Asimismo, la concentración de Cu y Zn en biomasa aérea de L. multiflorum se encontró por debajo 
del valor umbral tóxico para especies vegetales propuesto por Kabata-Pendias y Pendias (2001). 
Dichos valores se encuentran en el rango 20–100 mg kg−1 de biomasa base seca (BMA) para Cu y 
100–400 mg kg−1 BMA para Zn. Si bien la concentración de Zn en BE-y BE+ fue de 135.45±12.81 mg 
Zn kg−1 BMS y 142.35±16.23 mg Zn kg−1 BMS respectivamente, no se observaron efectos fitotóxicos 
durante el período del ensayo.  
 
Si bien el análisis estadístico no indica diferencias en cuanto al efecto de los endófitos sobre la 
concentración de Cu y Zn, se observa un ligero incremento en dichas concentraciones en las plantas 
infectadas en los tratamientos con biosólidos. El hecho que no se observaran diferencias 
significativas entre E+ y E- en la concentración de Cu y Zn en hojas, indicaría que la concentración 
de ambos elementos no se ve afectada por la presencia de endófitos, al menos en el corto plazo, de 
acuerdo a lo observado por Monet et al., (2001). El hecho que tampoco se observara este efecto en 
los suelos sin enmendar indica que la infección de L. multiflorum con endófitos no aumenta la 
biodisponibilidad o no favorece la traslocación de Cu y Zn a parte aérea en las condiciones del 
ensayo. Es necesario realizar un ensayo más prolongado para corroborar estos resultados. 
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